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PROCEDE ET IHSTALLATIOHS DE SEPARATION 
DE PARTICULES MAGNETIQUES SABS OK FLUIDS POUR 
L' ANALYSE BIOLOGIQUE, ET APPLICATION DTOIT 
PROCEDE. 

La presente invention concerne un procede et 
line installation de. separation de particules magnetiques 
dans un fluide pour 1' analyse biologique d'evenements 
raxes . 

L' invention trouve plus particulierement son 
application dans les domaines du diagnostic medical et 
du controle de qualite notamment dans l'industrie agro- 
alimentaire, mais aussi dans le domaine therapeutique 
pour de teeter et prelever dans des echantillons un type 
cellulaire a faible occurrence. 

On peut citer a titre d'exenples 
d' applications medicales de 1 ' invention : 

La separation de cellules foetales 
present ent dans le sang matemel. II s'agit dans ce cas 
de recueillir, de facon selective, des cellules 
presentes a raison de environ 1 cellule foetale pour 10 
millions de cellules non foetales . La mise en oeuvre de 
la presente invention devrait permettre de renplacer les 
prelevements a risque de cellules amnio tiques . 

- La preparation de cellules souches de la 
moelle osseuse pennettant de re-ensemencer des moelles 
detruites a la suite de traitement anticancexeux par 
chimiotherapie ou radio therapie . Comme dans le cas des 
cellules foetales, le nombre de cellules de la moelle 
osseuse dans le sang peripherique est tres inferieur a 
celui des autres cellules, de l'ordre de 1 pour 200 000. 

La detection precoce des cellules 
cancereuses circulantes ou micro metastase, qui est du 
plus haut interet pour determiner des strategies 
exploratoires et therapeutiques . La encore, l'objectif 
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est d'isoler et d' identifier 1 cellule pour environ 5 
millions de cellules nucleees . 

Dans le domaine du controle biologique des 
aliments ou de 1 ' environnement , l'objectif est d'obtenir 
un resultat rapide sans passer par la phase 
traditionnelle de multiplication en culture. Les 
sensibilites attendues sont de 1'ordre de 1 cellule 
(bacterie, levure ou moisissure) pour 1 gramme voire 10 
grammes de produit. II existe dans l'art anterieur de 
nombreux dispositifs permettant. d'atteindre ce but. On 
peut citer parini ceux-ci : 

- Les methodes physiques basees sur les 
differences de taille. de densite ou de charge 
electrique (De Duve, 1971 ; Zeiller, 1972 ; Pretlow et 
Pretlow, 1982). Mais ces methodes presentent un manque de 
specif icite. 

- Les methodes d ' immuno-af finite consistant 
a fixer un anticorps sur un support, lequel anticorps 
reagit vis-a-vis d'un motif antigenique present a la 
surface des cellules recherchees (Porsgren et Sjoquist, 
1986 ; Langone, 1982). Differents precedes derivant des 
methodes d « immuno-af finite, tels que la chroma tographie 
d'af finite (Hunt et al . , 1982), ont ete proposes. 

- La separation cellulaire associee a une 
detection de fluorescence relevant de la methode dite 
"FACS" pour 1' expression anglaise "Fluorescence 
Activated Cell Sorting". Cette methode largement decrite 
met en oeuvre des equipements sophistiques comprenant un 
flux liquide dans lequel defilent les .cellules. Un 
faisceau laser excite la fluorescence et declenche ainsi 
un signal qui permet de devier electriquement la cellule 
dans un recipient. Cette methode est tres efficace et 
permet d'atteindre un enrichissement de pres de 100 % 
mais elle n'est pas adaptee au tri de populations 
importantes . 
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- Les methodes de separation magnetique 
designees "MACS " pour 1 'expression anglaise "Magnetic 
Affinity Cell Sorting" , qui reposent sur 1 'utilisation 
de particules magnetiques ingerees par les cellules 
(Melville et al., 1975) ou fixees selectivement aux 
cellules par le biais d'anticorps (Molday et al., 1977). 

Les methodes FACS et MACS sont aujourd'hui 
bien connues et ont deja donne lieu a une mise en oeuvre 
industrielle . D'une fagon generale, les resultats 
obtenus avec chacune de ces methodes different peu en 
terme d'efficacite et permettent entre 70 et 100 % de 
recuperation. Toutefois, elles sont plus ou moins 
adaptees aux di verses applications envisagees. 

La presente invention est fondee egalement 
sur la mise en oeuvre de particules magnetiques a la 
surface desquelles est immobilisee une substance capable 
de se lier specif iquement a une substance complementaire 
libre ou presente sur la surface de cellules. L' analyse 
est realisee en milieu liguide en soumettant le milieu 
biologique dans lequel a ete introduit lesdites 
particules magnetiques a un champ magne tique . 

Les particules magnetiques plus 

particulierement envisagees dans le cadre de 1 ' invention 
sont des microbilles du type de celles commercialisms 
par les Societes Dynal, Rh6ne Poulenc ou Sigma. 

Ces microbilles paramagnetiques de taille 
micronique peuvent comporter a leur surface differents 
ligands selon 1 'application qui est envisagee. Ces- 
ligands sont fixes a la surface des microbilles par les 
techniques decrites dans 1'art anterieur, ces ligands 
peuvent Stre : 

Des anticorps poly ou monoclonaux 
specif iques d'antigenes presents a la surface de 
certains types cellulaires, comme les proteines CD2, 
CD4, CDS exprimees a la surface des lymphocytes T. Ces 
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anticorps sent fixes a la surface des microbilles par 
exemple par le biais d • immunoglobulines . 

- Des oligonuleotides, par exemple oligo(dT) 
ou oligo(dA) de tallies variables, biotinyles et done 
fixes a la surface des microbilles par le biais de 
streptavidine. Ces oligonucleotides permettent par 
hybridation de purifier ou extraire de 1 'ARN ou de l'ADN 
d'echantillons prealablement traites de facon a rendre 
les acides nucleigues qu'il contient aptes a s'hybrider. 
La mise en oeuvre de ces oligonucleotides fixes a la 
surface des billes paramagnetiques peut aussi constituer 
une phase preparative pour un protocole d' amplification 
par PCR ou un clonage apres PGR, ou encore etre utilisee 
pour un sequengage en phase solide. 

Les billes ainsi chargees d'un ligand sont 
raises en contact avec 1 • echantillon ayant eventuellement 
subi un traitement prealable. afin de realiser la 
segregation de l'evenement recherchee pax 1- action d'un 
champ magnefcique . 

Mais 1' utilisation de cette technique 
presente 1 • inconvenient de necessiter des manipulations 
multiples et conduit a un ensemble de billes plus ou 
moins agregees par 1' action de l'aimant parmi lesquelles 
se trouvent quelques rares cellules. La disproportion du 
nombre de billes par rapport au nombre de cellules, de 
1-ordre de 1 pour 10, rend alors 1 ■ identification et le 
recueil de ces cellules impossible. Diverses solutions 
sont proposees dans 1'art anterieur pour supprimer ces 
inconvenients, comme 1' action d'un detergent qui 
liberent les noyaux cellulaires mais interdisent 
ulterieurement 1 'usage ou 1 • identification visuelle ou 
par un anticorps des cellules separees, ou encore 
1' usage de produits de detachement qui agissent de facon 
variable . 
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Or, dans certains cas, le caractere vital 
des cellules separees est primordial, soit parce que 
l'on envisage une reutilisation therapeutique des 
cellules, cas des cellules soucnes hematopoietiques , 
soit une remise en culture cellulaire in vitro pour 
amplifier un signal, cas des cellules f oetales . Les 
techniques classiques met t ant en oeuvre des microbilles 
decrites ci-dessus peuvent alors avoir une action 
lesante sur les cellules et empechent 1 'utilisation de 
colonnes separatrices imposant aux cellules un parcours 
complique et traumatisant . 

Les procedes de l'etat de la technique ne 
sont dene pas totalement satis f aisants . Notamment des 
artefacts reduisent les performances theoriquement 
previsibles. En effet, les billes paramagnetiques 
excedentaires ont parfois tendance a former une gangue 
emprisonnant totalement une cellule cible. Compte tenu 
de la tres faible occurrence des cellules cibles, ce 
phenomene est particulierement nefaste. 

Par ailleurs, les operations de separation 
necessitent le respect minutieux d'un protocols 
fastidieux et repetitif, qui est source d'erreur. 

Le but de la present e invention est done 
d'offrir un procede supprimant les etapes de rincage et 
d' elimination des cellules et liquides non recherches et 
conjointement la selection automatique des elements 
recherches et la segregation d'avec les billes 
paramagnetiques libres . 

Un autre but de la presente invention est 
d'ameliorer l'efficacite des procedes magnetigue en 
evitant les artefacts releves dans les procedes de l'art 
anterieur et en simplifiant le protocole de mise en 
oeuvre . 

Elle a pour but de faciliter la separation 
en vue de la numeration, de 1' analyse, ou du traitement. 
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de materiel biologique present a de tres faibles 
concentrations dans un echantillon. Les sensibilites 
recherchees dans les domaines susvises peuvent etre de 
l'ordre de 1 cellule pour 1 voire 10 grammes 
d ' echantillon . 

On connait egalement dans l'etat de la 
technique le brevet europeen EP206077 . 

Ce brevet divulgue le principe general 
d ' immunoseparation xnagnetique par circulation dans un 
segment tubulaire place dans un champ magnetique 
uni forme. II est apparu dans certains cas d' utilisation 
que les particules excedentaires pouvait etre attirees 
trop rapidement au debut du tube, et qu'il se creait des 
agglomerats bloquant la circulation des cellules 
marquees ou non. Compte tenu de la rarete des cellules 
cibles, cette situation est tres gSnante. L' invention 
vise a remedier a cet inconvenient en proposant de creer 
un champ magnetiqae inhomogene. Cette caracteristique 
evite la formation d • agglomerats de particules non 
fixees dans la partie amont du segment tubulaire. 
L 1 application d'un champ magnetique inhomogene ass ocie 
au flux produit par l'ecoulement de 1 'echantillon dans 
le tube de section faible par rapport a la longueur 
conduit a une meilleure repartition des particules et 
facilite la liberation des agglomerats par l'effet 
d'entrainement des cellules libres ou fixees, de 
dimensions superieures. Ces cellules exercent une legere 
pression sur les agglomerats de particules magnetiques, 
qui sont liberes dans les zones de champ faible pour 
venir se refixer de facon isolees et non plus 
agglomerees dans la zone de champ fort suivante. 

Ces buts sont atteints grace a un procede et 
une installation combinant. apres la mise en contact de 
1* echantillon et des billes, a la fois le flux et la 
separation magnetique. 
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A cet effet, 1* invention concerne tout 
d'abord un procede de separation magnetique de cellules, 
en particulier de bacteries, de cellules foetales, de 
cellules souches de la moelle osseuse et de cellos 
cancereuses circulantes, du type consistant a fixer les 
cellules cibles sur des failles paramagnetiques . et a 
faire agir un champ magnetique sur un echantillon 
contenant lee cellules fixees, les cellules libres et 
les failles paramagnetiques excedentaires , pour isoler 
les failles paramagnetiques, caracterise en ce que l'on 
fasse circuler 1 ' echantillon dans un tube dont la 
section est tres inferieure a la longueur sur laquelle 
s' applique le champ magnetique. 

L • echantillon s'ecoule de preference a une 
vitesse de quelques centimetres par seconde. Les billes 
excedentaires, en raison de leur densite inferieure a 
celle des cellules marquees ou non marquees, ou les amas 
de billes paramagnetiques, du fait de leur forte 
sensibilize au champ magnetique, sont rapidement 
attirees contre la parol du tube et sont immobilisees 
dans la partie proximale du tube. 

Les cellules non fixees sont insensibles au 
champ magnetique et traversent le tube. Les cellules 
fixees sur des billes paramagnetiques sont entralnees 
par le flux a l'interieur du tube, avant d'etre 
immobilisees contre la parol du tube, dans la partie 
distale du tube. 

On procede ainsi a une separation 
geometrique des composants de 1 • echantillon, qui permet 
une recuperation des cellules cibles par differents 
moyens simples a mettre en oeuvre. 

Selon un mode de mise en oeuvre pr^fere, on 
fait circuler 1 • echantillon dans un tube enroule en 
spiral place dans un champ magnetique dont les lignes de 
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flux sent sensiblement perpendiculaires au plan de la 
spirale. 

Avantageusement, la section du tube est 
comprise entre 0,5 et 3 millimetres et la longueur du 
tube est superieure a 10 centimetres. 

De preference, le tube est place dans un 
champ magnetique non homogene. Ce champ peut etre 
produit par un aimant permanent ou par un e lectro aimant . 

Selon une variante avantageuse, l a 
preparation est introduite dans un reservoir raccorde au 
tube de separation, ledit reservoir etant sureleve par 
rapport au tube pour assurer une circulation de 
1 ' echantillon par gravite. 

L' invention concerne egalement une 
installation pour 1 ■ immunoseparation magnetique de 
cellules, en particulier de bacteries, de cellules 
foetales, de cellules souches de la moelle osseuse et de 
celles cancereuses circulantes caracterisee en ce 
qu'elle est constitute par un tube dont la section est 
tres inferieure a la longueur, ledit tube etant enroule 
pour former une spirale, et par au moins un aimant 
dispose pour creer un champ magnetique sensiblement 
perpendiculaire au plan de la spirale formee par ledit 
tube . 

Selon un mode de realisation particulier, 
elle comporte un tube presentant deux trongons de 
section croissante, la deuxieme section etant au moins 
10 fois superieure a la premiere section. 

L' invention conceme egalement des 
applications de ce precede pour : 

1 ' immunof iltration du sang en 

circulation extracorporelle 

le diagnostic prenatal 

1" analyse biologique en laboratoire. 
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L ' invention sera mieux comprise a la lecture 
de ce qui suit, faisant reference aux dessins annexes 
relatifs a des exenples non limitatifs de realisation, 

OU : 

- la figure 1 represente Line vue de face 
d'un dispositif selon 1 * invention ; 

- la figure 1» represente tone vue de face 
d'un dispositif selon 1 ' invention ; 

~ la figure 2 represente une vue en coupe de 
la tubulure ; 

- la figure 3 represente une vue d'une 
variante de realisation. 

- la figure 4 represente une vue en coupe 
trans versale d'une variante de realisation , 

- la figure 5 represente une vue d'une 
deuxieme variante de realisation en oeuvre une pornpe 
peris tatique , 

- la figures 6 represente une vue d'une 
autre variante de realisation en oeuvre une pornpe 
peris tatique ; 

- la figures. 6 1 represente une vue d ' une 
autre variante de realisation en oeuvre une pornpe 
peris tatique; 

- la figures 6" represente une vue d'une 
autre variante de realisation en oeuvre une pornpe 
per is tatique ; 

- la figure 7 represente une vue en coupe 
d'un module de filtration pour la separation des 
particules magnetiques . 

La figure 1 represente une vue de face d'un 
exemple de realisation d'un dispositif selon 
!• invention. II est compose d'un receptacle (1) pouvant 
contenir environ 10 a 50 millilitres, raccorde a une 
tubulure (2) enroulee en spirale et se terminant par une 
tubulure de sortie (3) raunie d'une vanne (4). un 
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ensemble d' aimants permanents (5) est dispose 
radialement pour creer un champ magnetique non homogene. 
La disposition des aimants est indiquee a titre 
d'exemple, une disposition differente, par exemple sous 
forme d' aimants paralleles, etant egalement applicable. 
Les aimants (5) sont constitues par des barreaux en 
samarium-cobalt. Ces barreaux magnet iques peuvent 
eventuellement etre montes sur un disque support 
rotatif. Cette variante permet d'entrainer a une etape 
du procede les billes paramagnetiques fixees vers la 
sortie de la tubulure. A titre d'exemple, ils toument 
altemativement de ±20°. La Vitesse maximale 
d'entrainement est de quelgues millimetres par secondes, 
de facon a optimiser l'efficacite sur les particules 
paramagnetiques . 

On peut prevoir dif f erents modes 
d'entrainement des aimants : 

Si le mouvement se fait continument dans le 
sens de 1 ' ecoulement , on facilitera 1' evacuation des 
cellules et des particules ; 

Si le mouvement se fait continument en sens 
inverse de 1 ' ecoulement , on retardera 1' evacuation des 
cellules et des particules ; 

Si le mouvement est alternatif, on realisera 
un brassage des particules facilitant le rincage et 
1 'elimination des cellules et des particules. 

La section de la tubulure (2) est d* environ 
0,5 millimetres. Elle est realisee en un materiau tel 
que le TEFLON (marque deposee) . La longueur est 
d' environ 50 centimetres. 

L' utilisation du dispositif est la suivante: 

a) on introduit tout d'abord un liquide de 
ringage de type PBS (nom commercial) dans une pipette de 
20 millilitres ; 
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b) on aspire 1 ' echantillon de sang (7) qui 
ete prealablement incube avec des particules 
paramagnetiques. On ajoute 9 millilitres de serum 
physiologique (8) . 

c) on connecte le receptacle (1) a i a 
tubulure en spirale (2) en evitant scrupuleusement la 
formation de bulles ; 

d) on sureleve le receptacle (1) de 30 
centimetres environ par rapport a la spirale 

e) on ouvre la vanne (6) prevue entre le 
receptacle (1) et la tubulure (2) . Les liquides 
s-ecoulent alors continument du receptacle (1) vers la 
tubulure (2) en spirale sous l'effet de la pression 
hydros tatique . 

f) on arret e l'ecoulement apres avoir 
laisser passer ia moitie des 20 millilitres de liquide 
de rincage. On peut, pendant cette phase, augmenter 
l'efficacite du ringage en faisant toumer les aimants 
(5) de facon alternative, par exemple en repetant 5 fois 
un cycle de deplacement de 20° dans le sens 
trigonometrique, puis retour a la position initiale, 
puis 20° dans le sens ant i trigonometrique . 

L'etape suivante consiste a la recuperation 
des rosettes ou des noyaux des cellules recherchees. 
1) Recuperation des rosettes 

On eloigne la spirale (2> de 1 • influence des 
barreaux magnetiques (5), et on reprend l'ecoulement du 
reste de liquide de rincage. Celui ci va entrainer 
toutes les particules paramagnetiques et les cellules 
porteuses de particules paramagnetiques. Les particules 
recherchees pourront ainsi etre recuperees par filtrage, 
a l'aide d'un filtre laissant passer les particules 
paramagnetiques, mais pas les cellules. 

2) Recuperation des noyaux des cellules 

recherchees . 
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Pour recuperer les noyaux des cellules, on 
maintiendra 1 • influence magnetique et on fera agir un 
nouveau reactif qui aura la propriete de lyser les 
cellules fixees en liberant les noyaux durcis et 
color es . A titre d' exemple, un tel reactif est constitue 
par le melange suivant : 

- Detergent, par exexnple CETRUUDE (Marque 

commerciale ) 

- Fixateur, par exemple formaldehyde 

- Colorant nucleaire, par exemple iodure de 

propidium. 

Ce melange est introduit dans le receptacle 
(1) de telle sorte que le volume ne depasse pas celui de 
la spirale (2). La coloration facilite la visualisation 
de la progression du liquide. On laisse ce melange en 
contact 10 minutes avec la spirale. On actionne en 
mouvements alternes les aimants pour faciliter la 
liberation des noyaux. On peut alors rincer pour 
recuperer les noyaux purs. Les aimants (5) etant 
toujours presents, aucune particule magnetique ne 
viendra contaminer la preparation. En revanche, les 
cellules etant detruites, 1 • identification des noyaux 
implique 1 ■ utilisation de reactif s d« hybridation 
moleculaire. Ceux-ci permettent de detecter des 
anomalies genetiques comme la presence d'un centromere 
sumumeraire ( trisomie 21) ou des expressions amplifiees 
d' oncogenes, ou encore des expressions de genes 
particuliers type P53 . Par ailleurs, les noyaux purs 
colores de facon stoechiometrigues permettent de definir 
un niveau de ploide qui caracterise les stades de - 
cellules tumorales. 

La figure 1' presente une variante de 
realisation d'un dispositif selon 1 'invention. Le 
dispositif comporte trois recipients (31 a 33) de 
reactif s et d ■ echantillons relies a un tuyau separateur 
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(3 5) enroule en spiral. pes robinets ou vannes 
automat iques ouvrent ou ferment le debit de chacun des 
recipients (31 a 33) vers le tuyau separateur (35 ) . Ce 
tuyau separateur est place dans un gradient de champ 
magnetique engendre par des aimants permanent s (36) 
disposes en etoile, en sens radial alt erne. L'extremite 
aval du tuyau separateur (35) debouche d'une part dans 
un tuyau de r-cueil (37) et d' autre part dans un tuyau 
d- evacuation (38). Des vannes ou robinets sont prevus 
sur chacun de ces tuyaux pour commander l'ecoulement 
sous vers un recipient de rejet (39). sous vers des 
moyens d' analyse formes par un systeme de recueil sur 
filtre (40), par un recipient de recueil (41) ou par un 
detecteur de flux de particules (42). 

La figure 2 represente une vue en coupe d'un 
segment de tubulure . Sous l'effet des forces de 
Bernoulli, les particules ont tendance a se concentrer 
dans le centre du flux, ou la vitesse est la plus 
importante. Sous l'effet des flux magnetiques, les 
billes paramagnetiques (10) plus legeres et moins 
volumineuses que les particules non marquees (11) que 
les cellules marquees (12) sont tres rapidement attirees 
vers la paroi (13) de la tubulure. 

La trajectoire des cellules non marquees 
(11) n'est pas perturbee par les flux magnetiques et 
celles-ci restent done dans le centre du flux ou elles 
sont rapidement entrainees vers la sortie. 

Les cellules (12) marquees se retrouvent 
dans la derniere partie de la tubulure (2) . 
Eventuellement, la tubulure peut etre realisee par deux 
segments de section croissante, la premiere servant a 
retenir les billes excedentaires , et la seconde a 
retenir les cellules marquees. 
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Les figures 3 et 4 representent des vues 
respectivement en coupe mediane et en coupe transversale 
d'une variante de realisation. 

La tubulure (2) est formee par une rainure 
(14) realisee dans une plaque de matiere plastique (15). 
Elle debouche d'une part sur l'un des bord lateraux pour 
pennettre le raccordement a une tubulure de liaison avec 
le receptacle (1) d' alimentation, et d' autre part avec 
un orifice transversal (16) traversant la plaque (15) 
permettant 1- evacuation des f luides . Le dispositif est 
forme de deux plaques symetriques (15, 15') et sont 
raccordees de maniere a definir entre elles la tubulure 
de circulation du liquide . Elles presentent sur les 
surfaces exterieures des logements pour les aimants 
(17). 

La figure 5 represente une vue d'une 
deuxieme variante de realisation mettant en oeuvre une 
pompe peristatique. Dans cette variante, la progression 
des liquides n'est pas conditionnee par la gravite, mais 
par une pompe peristatique. 

Le dispositif est constitue par un element 
tubulaire (22) formant une boucle separatrice. L'une des 
extremites aspire 1 ' echantillon traite comme dans les 
exemples precedents. L' element tubulaire (22) est 
dispose dans le champs d' aimants permanents (24 a 28) 
orientes perpendiculairement a la direction de 
displacement du liquide, en sens al t ernes . L ' element 
tubulaire (22) est jetable, ce qui evite toute 
contamination de ses parois interieures. 

Cet element tubulaire (22) est raccorde au 
tube d' aspiration d'une pompe peristal tique (29) de type 
connu. Les dechets sont recueillis dans un tube d'essai 
(30) a la sortie de la pompe (29). La circulation du 
fluide a l'interieur du tube est de preference continu, 
avec une vitesse de l'ordre de 1 cm par seconde. La 
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circulation en continu evite la formation d' adhesions 
cellulaires sur la paroi du tube de separation. 

Les figures 6, 6 et 6" representent une vue 
partielle d'une variant e de realisation. Les aimants 
forment une cage d'ecureuil (32) constitue par une 
pluralite de barreaux magnetiques (33 a 40) aimantes 
radialement en sens alterne . Cette structure pennet de 
positionner un ou plusieurs elements tubulaires (22), et 
de traiter en parallele plusieurs tchantillons . 

L 'utilisation d'un tel dispositif est la 

suivante : 

- on immerge 1 ' extremite libre (23) du tuyau 
separateur (22) dans 1 ' echantillon qui a recu au 
prealable les particules paramagnetiques . 

- on met en action la pompe (29) qui va 
faire passer les particules magnetiques et les cellules 
dans la boucle separatrice disposee dans le champ 
magnetique. Les particules magnetiques et les rosettes 
constitutes par les cellules marquees vont s'arreter 
dans cette boucle tandis que les autres cellules vont 
s'evacuer. Pour proceder ainsi a une purge cellulaire, 
notamment dans un but therapeutique, consistant a 
eliminer les cellules marquees afin de ne recueillir que 
les cellules non marquees, il est preferable de 
remplacer la pompe peristal tique par un autre moyen 
d' aspiration, par exemple une seringue aspirante ou une 
source de depression, afin d'eviter 1 ' ecrasement des 
cellules non marquees. 

Ce mode de realisation presente plusieurs 

avantages : 

- il pennet de traiter en parallele un grand 
nombre d ' echantillons , 

- il permet d ' automatiser la gestion des 

etapes , 
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il permet de traiter de tres grand 

volumes , 

- il evite les volumes morts en amont de la 
zone de traitement de 1- element tubulaire. En effet, 
apres le passage de 1 1 echantillon, on peut eliminer le 
tube est passer les reactifs a partir de recipients non 
contamines. Le risque de recuperer des cellules non 
specif iques est tres reduit. Par ailleurs, on peut alors 
faire plonger tous les tuyaux dans le meme recipient 
reactif, ce qui sinplifie les manipulations. 

La separation des cellules marquees et des 
particules magnet iques non fixees apres la mise en 
oeuvre d'un systeme de traitement selon l'une des 
variantes precedentes s'effectue avantageusement au 
moyen d'un dispositif de filtration dont un exemple de 
realisation est decrit en figure 7 . 

La recherche d'evenements aussi rares que 
les cellules foetales ou les micrometastases implique 
d ' extremes . qualites et efficacite de toutes les etapes 
du procede. II faut tout d'abord que les anticorps 
soient tres efficaces pour assurer une bonne 
recuperation des cellules visees . II faut eviter les 
pertes cellulaires lors des manipulations de rincage et 
de recueil. II faut aussi reduire au maximum les faux 
positifs resultant de cellules non specif iques, mais 
aussi de cristaux de colorants et de residus varies qui 
en fluorescences peuvent se conf ondre avec des cellules . 

L' analyse d' image est capable de resoudre 
certaines discriminations. Toutefois. dans le cas 
d' elements rares de l'ordre de 1 a 50 cellules par 
echantillon, le nombre total d' artefact doit rester 
inferieur a ces valeurs, ce qui necessitent des 
performances elevees de la chaine de separation des 
cellules marquees et des cellules non marquees, et une 
grande qualite de la recuperation des cellules. Les 
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procedures habituelles de recueil sur lame et de 
coloration generent un "bruit" qui n'est pas compatible 
avec de telles exigences . 

Le dispositif de filtration selon 
1' invention pennet par contre de repondre a ces 
exigences. II est constitue par une piece (41) en 
silicone moule, a usage unique. Cette piece (41) 
presente une epaisseur de l'ordre de 2 millimetres et 
presente douze protuberances (51) d'un diametre de 6 
millimetres et d'une hauteur de 10 millimetres Ces 
protuberances (51), normalement obturees, peuvent etre 
perforees par une aiguille creuse (48) prevue a 
l'extremite du tube separateur (42). 

La piece en silicone (41) est positionnees 
dans une plaque perforee (43) rigide. Les perforations 
sont disposees de maniere complementaire aux 
protuberances (51) de la piece (41). Cette plaque (43) 
peut etre raccordee de maniere etanche a un support (45) 
et maintenu en position par des griffes (44). Un joint 
torique vient completer 1 • etancheite de cet assemblage 
Le support (45, presente egalement des perforations 
disposees en regard des perforations de la plaque (43, 
Le support est raccorde a une source de depression Une 
membrane de filtration microporeuse (47) est disposee 
entre la plaque (43, et le support (45). H s'agit 
avantageusement d'une membrane microporeuse en 
polycarbonate dont les alveoles presentent une section 
de 2 microns. 

Le fonctionnement de ce module de filtration 
est le suivant : 

La piece (41) est livree avec un film 
protecteur place sous la face inferieure. On peut ouvrir 
une_j 3u , a li^ i a irs , pro t^hera nce^ On place la plaque UlT 
sur le support (43) apres avoir positionnee la membrane 
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microporeuse, et on verrouille 1' ensemble a l'aide des 
griff es (44) . 

Le tube de separation (2) est livre avec un 
capuchon protectetir qui evite toute contamination. On 
retire ce capuchon et on perfore l'une des protuberances 
de la piece (41) . 

Lors du recueil des rosettes issues du 
separateur, les particules paramagnetiques isolees 
traversent la membrane tandis que les rosettes restent 
en surface. La porosite de la membrane microporeuse 
laisse passer les particules paramagnetiques dont la 
section est de 1 ■ ordre du micron, mais pas les rosettes, 
dont la section est de 1 1 ordre de 5 microns . 

Pour le recueil des noyaux, en 1* absence de 
billes, la porosite peut §tre de 1 a 2 microns. 

La coloration peut se f aire avant la 
filtration par des colorants f luorescents de type IP ou 
BET (nom commerciaux) ou encore par coloration sur le 
f litre apres que ce dernier ait ete extrait du systeme 
de contention. 

L • association d'un dispositif separateur 
forme par un tube de section tres inferieure a la 
longueur place dans un gradient de champ magnetigue, et 
d'un systeme de filtration tel que d^crit ci-dessus, 
presente de nombreux avantages. Une telle association 
facilite tout d'abord 1 'automatisation de 1 'analyse 
biologique. Elle permet egalement de proceder a des 
analyses et a des utilisations a fins therapeutiqaes 
necessitant un haut degre de sterility. Les billes 
paramagnetiques pennettent un tri des cellules, et 
notamment une separation des cellules recherchees et des 
autres cellules. Le filtre permet d'eliminer certaines 
cellules excedentaires, telles que des plaquettes, ainsi 
que les billes paramagnetiques excedentaires . Le filtre 
a egalement pour fonction la concentration des cellules 
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rares recherchees sur une surface reduite facilitant 
1- analyse par imager ie. Cejiltrepermet egalement, pour 
des applications therapeut jc^Tj ^^nt j de ^oae ^T 
u ne culture des cellules EfigiMSsh^ A cet effet, l e 
£ h^^.^Il^SmSS^t^^UMl^^ teut etre^ali^te 
aVeC Un liquide nutriri^f ■ Drnpr^ ^^avnri ae r^a 



multiplication cellu^ aj rg - 

L' invention sera mieux comprise dans ce qui 
precede a titre d'exemple non limitatif. 
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RE VE NDICATI ONS 

1 - Procede d 1 immunoseparation magnetique de 
cellules, en particulier de bacteries, de cellules 
foetales, de cellules souches de la moelle osseuse et de 
cellules cancereuses circulantes, du type consistant a 
fixer les cellules cibles sur des billes paramagnetiques 
et a f aire agir un champ magnetique sur un echantillon 
contenant les cellules fixees, les cellules libres et 
les billes paramagnetiques excedentaires , pour isoler 
les billes paramagnetiques, caracterise en ce que 1 1 on 
fait cir.culer 1 1 echantillon dans un tube (2) dont la 
section est tres inferieure a la longueur sur laquelle 
s 1 applique le champ magnetique inhomogene . 

2 - Procede d' immunoseparation magnetique 
selon la revendication 1 caracterise en.ce que l'on fait 
circuler 1 1 echantillon dans un tube (2 ) enroule en 
spirale place dans un gradient de champ magnetique. 

3 - Procede d 1 immunoseparation magnetique 
selon la revendication 1 ou 2 caracterise en ce que la 
section du tube est comprise entre 0,5 et 3 millimetres. 

4 - Procede d ' immunoseparation magnetique 
selon l'une quelconque des revehdications 1 a 3 
caracterise en ce que la longueur du tube est superieure 
a 10 centimetres. 

5 - Procede d 1 immunoseparation magnetique 
selon l'une quelconque des revendications precedentes 
caracterise en ce que la preparation est introduite dans 
un reservoir raccorde au tube de separation, ledit 
reservoir etant sureleve par rapport au tube pour 
assurer une circulation de 1 1 echantillon par gravite. 

6 - Procede d' immunoseparation magnetique 
selon la revendication 5 caracterise en ce que 1 ■ on 
introduise sans melange et sans couche interface dans le 
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reservoir un premier volume de 1 ' echantillon et un 
second volume d'un liquide de rincage. 

7 - Procede d ' immunoseparation magnetique 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 4 
caracterise en ce que la preparation est aspiree dans le 
tube place dans le gradient de champs magnetique, 
1'extremite aval dudit tube etant reliee a une pompe 
peristaltique. 

8 - Procede d ' immunoseparation magnetique 
selon l'une quelconque des revendications precedentes 
caracterise en ce que les aimants sont mobiles par 
rapport au tube, de preference selon un mouvement 
alternatif. 

9 - Procede d' immunoseparation magnetique 
selon 1-une quelconque des revendications precedentes 
caracterise en ce que les reactifs et les echantillons 
s'ecoulent de fagon continue dans le tube de separation 
magnetique, a une vitesse comprise entre 0,1 cm/s et 10 
cm/s . 

10 - Procede d ' immunoseparation magnetique 
selon la revendication precedente caracterise en ce que 
l'on procede a une etape ulterieure de filtration a 
l'aide d'un filtre a membrane raicroporeuse dont la 
porosite est superieure au diametre des billes 
paramagnetiques et inferieure au diametre des cellules 
f jLxees . 

11 - Procede d' immunoseparation magnetique 
selon la revendication precedente caracterise en ce que 
l'on procede a une etape ulterieure de filtration a 
l'aide d'un filtre a membrane microporeuse dont la 
porosite est superieure au diametre des billes 
paramagnetiques et de certaines des cellules 
excedentaires, et inferieure au diametre des cellules 
f ixees . 
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12 - D ispositif de_ filtration pour la rnise 
en oeuvre du proctde d 1 immunoseparation magnetique selon 
la revendication 10 ou 11 caracterise en ce qu'il est 
constitue par un filtre a membrane microporeuse dont la 
porosite est superieure au diametre des billes 
paramagnetiques et de certaines des cellules 
excedentaires , et infer ieure au diaxnetre des cellules 
fixees . 

13 - Installation pour 1 • inanuno-separatiori 
magnetique de cellules, en particulier de bacteries, de 
cellules foetales, de cellules souches de la moelle 
osseuse et de celles cancereuses circulantes 
caracterisee en ce qu'elle est constitute par un tube 
dont la section est tres infer ieure a la longueur et par 
au mo ins un aimant dispose pour creer un chanp 
magnetique dans 1 * espace traverse par ledit tube. 

14 - Installation pour 1 ■ imnruno-separation 
magnetique de cellules selon la revendication 13 
caracterisee en ce qu ' elle conporte en outre un 
reservoir dispose en amont du tube. 

15 - Installation pour 1 ' imrnuno- separation 
magnetique de cellules selon la revendication 13 ou 14 
caracterisee en ce qu'elle comporte un tube presentant 
deux trongons de section croissante, la deuxieme section 
etant au moins 10 fois superieure a la premiere section. 

16 - Installation pour 1 1 ijnranuno-separation 
magnetique de cellules selon la revendication 13 
caracterisee en ce qu 1 elle conporte deux plaques 
symetriques (15, 15 V) presentant une rainure fonnant une 
spirale, lesdites plaques supportant des aimants . 

17 " Installation pour 1 ' immuno-separation 
magnetique de cellules, en particulier de bacteries, de 
cellules foetales, de cellules souches de la moelle 
osseuse et de cellules cancereuses circulantes 
caracterisee en ce qu'elle est constitute par un tube 
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dont la section est tres infer ieure a la longueur, ledit 
tube presentant une premiere extremite pour Inspiration 
de 1 • echantillon et une seconde extremite reliee a une 
pompe peristaltique, le tube etant place dans un 
gradient de chants magnetiques . 

18 - Installation pour. 1 • immuno-separation 
magnetique de cellules, en particulier de bacteries, de 
cellules foetales, de cellules souches de la moelle 
osseuse et de celles cancereuses circulantes selon la 
revendication 17 caracterisee en ce que les champs 
magnetiques alternes sont produits par des aimants 
permanents disposes en cage d'ecureuil. 

19 - Dispositif de filtration pour la mise 
en oeuvre du procede de separation selon la 
revendication 11 caracterise en ce qu'il est constitue 

par un support , relie de maniere etanrh. A ^ 1ir ~ ^ r 

depression, et par un couvercle ccmplementaire 
presentant des moyens pour le raccordement de 
1' extremite aval du tube de separation cellulaire, la N 
membrane de filtration interchangeable etant disposee 
entre le support et le couvercle. 

20 - Dispositif de filtration selon la 
revendication 19 caracterise en ce que le couvercle est 
constitue par une plaque perforee et par une piece 
moulee presentant des zones perforables par 1 •extremite 
d'un ou de plusieurs tubes de separation cellulaire. 

21 - Procede de separation de cellules 
foetales presentes jJans le sai^maternel ^r-^^^ 
ce que l'on fixe les cellules cibles sur des ( gc^obille^ 
paramagnetiques a 1 ■ aide d'un ligand capable de se lier 
specifiquement a une substance complementaire libre ou 
presente a la surface de cellules et en ce que l'on fait 
circuler 1 ' echantillon a travers une tubulure presentant 
une longueur tres superieure a la section, ladite 
tubulure traversant un champ magnetique non homogene . 
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22 - Precede de detection precoce des 
cellules cancereuses circulantes ou micro metastase 
caracterise en ce que l'on fixe les cellules cibles sur 
des microbilles paramagnetiques a 1 ' aide d'un ligand 
capable de se lier specif iquement a une substance 
complementaire libre ou presente a la surface de 
cellules et en ce que l'on fait circuler 1 ' echantillon a 
t ravers une tubulure presentant une longueur tres 
super ieure a la section, ladite tubulure traversant un 
c hi amp magnetique non homogene . 

23 - Procede de preparation de cellules, 
notamment de souches de la moelle osseuse^perme ttant de 
re-ensemencer des moelles detruites a la suite de 
traitement anticancereux par chimi other apie ou 
radiotherapie caracterise en ce que l'on fixe les 
cellules cibles sur des microbilles paramagnetiques a 
l'aide d'un ligand capable de se lier specif iquement a 
une substance complementaire libre ou presente a la 
surface de cellules et en ce que l'on fait circuler 
1 ' echantillon a travers une tubulure presentant une 
longueur tres superieure a la section, ladite tubulure 
traversant un champ magnetique non homogene. 

24 - Procede de preparation de cellu les, 
notamment de souches de la moelle r^ gg . nBC , permettant de 
re-ensemencer des moelles detruites a la suite de 
traitement anticancereux par chimiotherapie ou 
radiotherapie selon la revendication precedente 
caracterise en ce que l'on procede a une filtration des 
cellules ressortant de la tubulure placee dans le champ 
magnetique, a l'aide d'un filtre a membrane presentant 
une porosite superieure a la section des billes 
paramagnetiques, et inferieure aux cellules recherchees 
f ixees . 
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